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0 Verfahren und Mlttel zur Bestlmmung von Nucleinsauren. 



@ Die Erfindung betrifft Verfahren und Mittel zur 
Bestimmung von Nucleinsauren in einer Probe durch 
Oberfuhrung der zu bestimmenden Nucleinsaurese- 
quenzen in Einzelstrange und Umsetzung der Ein- 
zelstrange mit einer komplementSren Polynucleotide 
sonde. In der Polynucleotidsonde ist Cytidin durch 
5-Aza-2'-desoxy-cytidin Oder 5-Aza-cytidin ersetzt 
Die Sonde wird nach Bindung mit gegebenenfalls 
markierter DNA-Methylase und Nachweise der Me- 
thyiase tfber spezifische. gegebenenfalls markierte 
anti-Methylase-Antikorper oder Uber den Marker be- 
stimmt. 
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Verfahren und Mittel zur Bestimmung von Nucieinsauren 



Die Erfindung betrifft Verfahren und Mittel zur 
Bestimmung von Nucieinsauren mit Hilfe von 5- 
Aza-2'-desoxycytidin (dazaC), DNA-Methylase und 
anti-DNA-Methylase Antikorpern. 

Die Technik der DNA-Hybridisierung hat in den 
letzen Jahren zur Erforschung und Diagnose von 
genetischen und mikrobiologischen Erkrankungen 
breite Anwendung gefunden. Grundiage der DNA- 
Hybridisierung ist die Tatsache, dafi zwei einzel- 
strangige komplementMre DNA-Molekule unter Hy- 
bridisierungsbedingungen eine Doppelhelix bilden. 
In ahnlicher Weise entsteht aus einem einzeistran- 
gigen DNA-Molekuhl und einem RNA-Molekul ein 
DNA/RNA-Hybrid. 

Zum Nachweis spezifischer Nucleinsaurese- 
quenzen werden die in der Probe enthaltenen Nuc- 
ieinsauren durch Denaturierung in Einzelstrange 
zerlegt. Die entstandenen Einzelstrange werden an- 
schiiefiend auf eine inerte Oberflache wie Nitrozel- 
lulose oder eine Nylonmembran fixiert. Die fixierten 
Einzelstrange werden mit einem komplementaren 
Polynucleotid unterhalb der Dissoziationstempera- 
tur in Kontakt gebracht, so dafl eine Doppelstrang- 
bildung aus den fixierten Einzelstrangsequenzen 
und der komplementaren Polynucleotidsonde er- 
moglicht wird. Nach den Waschschritten wird der 
entstandene Doppelstrang aus Polynucleotidsonde 
und zu bestimmender Nucleinsauresequenz nach- 
gewiesen. Dazu wird die komplementare Polynuc- 
leotidsonde in einer geeigneten Weise fur die Wie- 
derauffindung markiert. Ublicherweise erfolgt diese 
Markierung durch Einbau von Radioisotopen des 
Phosphors. Jods, Schwefeis oder Wasserstoffs. 

Ein grofler Nachteil dieser Verfahren besteht in 
der Notwendigkeit des Umgangs mit radioaktiven 
Substanzen und den damit verbundenen Auflagen 
und Sicherheitsvorkehrungen. Es sind daher in der 
Vergangenheit vielfaltige Versuche unternommen 
worden. die radioaktive Markierung von Nuciein- 
sauren durch nicht radioaktive Nachweissysteme 
zu ersetzen. So wurden Nucfeotidtriphosphat-Ana- 
loge synthetisiert, die kovalent gebundenes Biotin 
an einem Pyrimidin-oder Purinring enthalten (EP 
63879). Da diese Nucleotidderivate Substrate fur 
RNA-und DNA-Poiymerasen sind, konnen biotin- 
markierte Polynucleotide enzymatisch hergestellt 
und zur Hybridiserung verwendet werden. Der 
Nachweis beruht auf der seit langem bekannten 
Avidin-Biotin-Wechselwirkung, wobei die gebiideten 
Doppelstrange mit einem Affinitatsnachweissystem 
(z.B. Avidin-Peroxidase) nachgewiesen werden. 
Dieses Verfahren hat jedoch den Nachteil, dafl Bio- 
tin in sehr vielen biologischen Materialien vorhan- 
den ist und sein Nachweis daher oft zu Storsigna- 
len fUhrt. 



Weiterhin wurde in den letzten Jahren die 
Antigen-Antikorper-Wechselwirkung zum Nachweis 
von DNA-Hybridisierung eingesetzt. Zum Nachweis 
werden nach erfolgter Hybridisierung klassische 

5 immunologische Methoden, wie spezifische, ggf. 
markierte Antikdrperenzymkonjugate eingesetzt. 
Das Antigen in dieser Antigen-Antikorper-Reaktion 
kann z.B. der gebiidete Doppelstrang aus DNA 
oder DNA/RNA sein. So werden in der europai- 

w schen Patentanmeldung EP 135159 monoklonale 
Antikorper gegen doppelstrangige native DNA ein- 
gesetzt. In der europaischen Patentanmeldung EP 
163220 wird eine Ribonucleinsaure als Sonde und 
spezifische anti-DNA/RNA-Hybrid-Antikorper einge- 

75 setzt. In beiden FSIIen erfolgt der Nachweis der zu 
bestimmenden Nucleinsaure nach erfolgter Hybridi- 
sierung durch Bindung der spezifischen markierten 
Antikorper an die entstandenen DNA-Doppelhelices 
Oder die DNA/RNA-oder RNA/RNA-Hy bride. 

20 Der schwerwiegende Nachteil des Einsatzes 
von spezifischen Antikorpern gegen native DNA 
liegt darin, da/3 bei der Hybridisierung der Polynuc- 
leotidsonde mit der nachzuweisenden DNA unter 
Hybridisierungsbedingungen auch Teile der nach- 

25 zuweisenden DNA Doppeiheiices ausbilden und 
damit zu einer unspezifischen Bindung der Antikor- 
per fuhren. Ein weiterer Nachteil liegt in der Be- 
schrankung auf Ribonucleinsauren als Sonden, da 
die Verwendung von Ribonucleinsauren besonders 

30 enge Bedingungen an die Hybridisierungsreaktion 
stellt, urn eine Schadigung Oder Zerstorung der 
Ribonucleinsaure durch einen zu hohen pH-Wert 
Oder eingeschleppte Ribonuclease-AktivitSt zu ver- 
hindern. 

35 Das Antigen in der immunologischen Reaktion 

kann auch eine Polynucleotidsonde sein, die mit 
einem Hapten kovalent modifiziert ist. D.bei wird 
z.B. das Hapten uber ein Bruckenglied kovalent mit 
der Polynucleotidsonde verbunden (EP 173251). 

40 Der Nachteil dieser Methode liegt darin, daJ3 das 
Hapten eine effiziente Hybridisierung zwischen der 
Polynucleotidsonde und der nachzuweisenden DNA 
einschrankt. Weniger voluminose Haptene, wie sie 
in Form von modifizierten Nucleotidtriphosphaten 

45 auch enzymatisch in die DNA eingebaut werden 
konnen, bewirken keine so groBe Storung der Hy- 
bridisierungsreaktion. So ist z.B. die Verwendung 
von Bromuracil (EP 102228) und N-2-Acetylamino- 
fluoren (EP 97664) bekannt. Der Nachweis der Hy- 

50 bridisierung erfolgt dann durch spezifische Antikor- 
per gegen diese modifizierte Nucleotide enthai- 
tende DNA. Allerdings sind die verwendeten modi- 
fizierten Nucleotide meist carcinogene Substanzen. 
deren Handhabung notwendigerweise mit Vor- 
sichtsmaflnahmen und evtl. Gesundheitsrisiken ver- 
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bunden ist. 

Der Erfindung lag die Aufgabe zugrunde. ein 
neues Mittel und Verfahren zur Verfugung zu stel- 
len. das die oben geschiiderten Nachteile elimi- 
niert. 

Geltfst wird diese. Aufgabe erfindungsgemSfi 
durch ein Verfahren und Mittel zur Bestimmung 
von Nucleinsauren mit Hilfe von DNA-Methylase. 
anti-DNA-Methylase Antikorpern und 5-Aza-2'- 
desoxycytidin Oder 5-Aza-cytidin. 

Gegenstand der Erfindung ist ein Verfahren zur 
Bestimmung von Nucleinsauren in einer Probe 
durch Uberfuhrung der zu bestimmenden Nuclein- 
sauresequenzen in Einzelstrange und Umsetzung 
der Einzelstrange mit einer komplementaren Poly- 
nucleotidsonde. das dadurch gekennzeichnet ist, 
dafl in der Polynucleotidsonde Cytidin durch 5-Aza- 
2'-desoxycytidin oder 5-Aza-cytidin ersetzt ist und 
diese Sonde durch Bindung von gegebenenfalls 
markierter DNA-Methylase und Nachweise der Me- 
thylase uber spezifische, gegebenenfalls markierte 
anti-Methylase-AntikSrper oder Qber den Marker er- 
folgt. 

Ein weiterer Gegenstand der Erfindung ist ein 
Mittel zur Bestimmung von Nucleinsauren, das eine 
anstelle von Cytidin 5-Aza-2'-desoxicytidin Oder 5- 
Aza-cytidin enthaltende Polynucleotidsonde. eine 
gegebenenfalls markierte Methyiase und gegebe- 
nenfalls markierte anti-Methylase-Antik5rper ent- 
halt. Die Polynucleotidsonde kann doppelstangig, 
einzelstrangig oder als Komplex mit der gegebe- 
nenfalls markierten Methyiase vorliegen. 

Oberraschenderweise wurde gefunden, dafl der 
Nachweis einer zu bestimmenden NucleinsSure- 
species dadurch gelingt. dafl die hohe Bindungsaf- 
finitSt der DNA-Methylase aus Saugetierzellen zum 
5-Aza-cytidin ausgenutzt wird. Dazu wird in einer 
Polynucleotidsonde das d-Cytidin durch 5-Aza-2*- 
desoxycytidin ersetzt. Der Nachweis erfolgt durch 
Inkubation der entstandenen DNA-Hybride mit 
eukaryontischer DNA-Methy transferase (- DNA- 
Methylase), wobei stabile dazaC-Methyltransferase- 
Komplexe gebtldet werden. Diese Komplexe kon- 
nen dann durch spezifische AntikSrper gegen DNA- 
Methyltransferase nach bekannten immunologi- 
schen Verfahren nachgewiesen werden. 

Eukaryontische DNA-Methylase wird nach be- 
kannten Verfahren aus z.B. menschlicher Placenta 
isoliert (Biochim. Biophys. Acta, 740, 323 (1983)). 
Das gereinigte Enzym ist ein 190-KD-Polypeptid, 
welches eine "Erhaltungs-" und eine "de novo" 
Methylase-Aktivitat besitzt. Aufgrund dieser Aktivi- 
taten bindet die DNA-Methylase sowohl an einzel- 
strangige als auch an doppelstrSngige Nucleinsau- 
ren. Die Bindung an mit dazaC modifizierter DNA 
ist aber wesentlich stabiler. so daJ3 sie unter desta- 
bilisierenden Bedingungen, z.B. hohen Salzkonzen- 
trationen, nicht dissoziert. Dadurch ist es Oberra- 



schenderweise moglich, Bedingungen zu finden, 
die die unspezifische Bindung an Nucleinsauren 
vollstandig unterdnjcken und nur die Bindung der 
Methyiase an die dazaC-haltige DNA erlauben. Da 

s die Komplexe aus Methyiase und dazaC-haltiger 
DNA auch den rigiden Hybridisierungsbedingungen 
standhalten, eignen sich DNA-Methylase und 
dazaC hervorragend zum Nachweis von Hybridisie- 
rungsreaktionen. 

w Monoclonale Antikdrper gegen eukaryontische 
DNA-Methylase werden nach bekannten Verfahren 
z.B. durch Immunisierung von MSusen mit gerei- 
nigter Methyiase und Konstruktion der Hybridom- 
zellklone hergestelrt (Eur. J. Cell. Biol. 34. 330 

75 (1984)). 

Die Herstellung einer dazaC-oder azaC-haltigen 
Polynucleotidprobe kann nach bekannten enzymati- 
schen Methoden erfolgen, z.B. durch den Einbau 
von dazaCTP mittels Polymerase I (nick translation; 

20 Proc. Natl. Acad. Sci. USA 72, 1184 (1975)). Dazu 
mufl allerdings das 5'-dazaC in das entsprechende 
Triphosphat uberfOhrt werden. Hierzu wird zu 5'- 
dazaC ein 1.5 molarer Uberschufl POCI 3 bei 0 °C 
gegeben und 1 Std. unter Ruhren bei 18 °C umge- 

25 setzt. Anschlieflend wird ein 2facher Oberschufl 
Triethylammoniumpyrophosphat bei 0 °C zugege- 
ben und 1 Std. bei 18 °C umgesetzt. Die Aufreini- 
gung des gebildeten 5'-dazaCTP erfolgt uber 
Celiulose-DUnnschichtchromatographie oder mittels 

30 HPLC. 

Eine durch enzymatischen Einbau mit 5'- 
dazaCTP markierte DNA-Sonde kann in einzel- 
strSngiger oder in doppelstrSngiger Form in einen 
Hybridiserungsassay eingesetzt werden. 5-Aza-2'- 

35 desoxycytidin hydrolysiert unter bestimmten Bedin- 
gungen unter RingSffnung zu Desoxyribofuranosyl- 
3-guanylharnstoff. Diese Hydrolyse erfolgt in dop- 
pelstangiger DNA langsamer als in einzelstrSngiger 
DNA. Dieser Effekt kann dazu ausgenutzt werden, 

40 auf eine Abtrennung der nicht hybrtdisierten Poly- 
nucleotidsonde nach erfolgter Hybridiserung zu 
verzichten. 

Der eigentiiche Hybridisierungsschritt zwischen 
der erfindungsgemafl derivatisierten NucieinsSure 

45 und der komplementaren Nucleinsaure in der zu 
analysierenden Probe erfolgt nach bekannten Me* 
thoden. Bevorzugt ist die Hybridisierung auf einer 
festen Phase. Hierzu wird nach Aufspaltung der 
Nucleinsaure in Einzelstrange die nachzuweisende 

so Nucleinsaure auf eine Festphase fixiert. Ublicher- 
weise werden Nitrozellulose Oder eine Nylonmem- 
bran eingesetzt. Anschlieflend wird die immobili- 
sierte Nucleinsaure mit der dazaC enthattenen 
Polynucleotidprobe unter Hybridisierungsbedingun- 

55 gen zusammengebracht. 

Der Nachweis der Hybridisierung kann dann 
nach den ublichen Wasch-und Blockierschritten 
durch Zugabe und Inkubation mit DNA-Methylase 
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erfoigen. Aufgrund der sehr hohen Bindungskon- 
stante zwischen dazaC-haltiger DNA und der DNA- 
Methylase entsteht ein sehr stabilier Komplex aus 
nachzuweisender DNA, Polynucleotidsonde und 
der DNA-Methylase. Nach Entfernung der nicht 
gebundenen DNA-Methylase und der nicht hybridi- 
sierten Polynucieotidprobe kann die erfoigte Hybri- 
disierung z.B. durch den Nachweis der gebunde- 
nen DNA-Methylase mit monocionalen Maus-anti- 
DNA-Methylase-Antikorpern und einem mit 0- 
Galactosidase konjugiertem zweiten anti-Maus-IgG 
nachgewiesen werden. 

Die Verwendung von dazaC und DNA-Methy- 
lase bietet daruberhinaus eine Reihe weiterer Mog- 
lichkeiten, DNA-Hybridisierung einfach nachzuwei- 
sen. So besteht die Moglichkeit. gentechnologisch 
Oder chemisch hergestellte DNA-Methylase- 
Enzym-Konjugate oder mit einem Marker gekop- 
pelte DNA-Methylase zum Nachweis der gebiideten 
Hybride zu verwenden, wobei afle in bekannten 
Bindungstesten verwendeten Marker (Label) eingie- 
setzt werden konnen. Dieses erspart die Inkubation 
mit dem anti-Methylase-Antikorper. 

In einer anderen Ausfuhrungsform wird die 
da2aC enthaltene Polynucleotidsonde vor der Hy- 
bridisierung mit DNA-Methylase inkubiert und die 
gebiideten DNA-Methylase-Poiynucleotidsonden- 
Komplexe werden zur Hybridisierung eingesetzt. 
Der Nachweis der Hybridisierung mit der nachzu- 
weisenden Nucleinsaure erfolgt auch hier nach 
Durchfuhrung der Hybridisierung und der ublichen 
Waschschritte durch Bindung von anti-DNA- 
Methylase-Antikorpern, an die Methylase nach be- 
kannten Verfahren. Dieser Schritt kann entfallen, 
wenn direkt ein Komplex aus Polynucleotidsonde 
und mit einem Marker oder mit einem Enzym 
gekoppelter DNA-Methylase verwendet wird. 

Pes weiteren besteht die M6g!ichkeit. die 
dazaC-haltige Polynucleotidsonde nach Hybridisie- 
rung mit der nachzuweisenden DNA mit anti- 
dazaC-Antikorpern direkt zu inkubieren. Der Nach- 
weis der Hybridisierung erfolgt dann nach bekan- 
nten immunologischen Verfahren mittels eines 
zweiten mit einem Marker versehenen Antikorpers 
oder direkt, falls der anti-dazaC-Antikorper mit ein- 
em Marker oder Enzym gekoppelt ist. 

Da die DNA-Methylase auch an naturliche DNA 
bindet. kann leicht ein kovalenter Komplex aus 
DNA-Methylase oder mit einem Marker oder En- 
zym gekoppelter Methylase und naturlicher einzel- 
strangiger bzw. doppelstrangiger DNA durch Be- 
strahlen im nahen UV-Bereich oder durch andere 
bekannte chemische Vernetzungsreaktionen zwi- 
schen Protein und Nucleinsauren gebildet werden. 
Dieser Komplex kann dann direkt zur Hybridisie- 
rung eingesetzt und in der ublichen Weise nachge- 
wiesen werden. 

Die Modifikation der Nucleinsaure durch den 



Einbau des dazaCTP beeinflufit die Hybridisie- 
rungsreaktion nicht, daruberhinaus werden die in 
der Hybridisierungsreaktion gebiideten DNADNA- 
Hybride durch die anschiiefiende Bindung der 

5 DNA-Methylase verstSrkt. Eine weitere Sensitivi- 
tatssteigerung wird dadurch moglich, da/3 auf der 
DNA-Methylase mehrere Epitope die spezifischen 
Antikorper binden konnen, so da/3 eine zusatzliche 
Amplifikation entsteht. 

io Mit dem erfindungsgema/ten Verfahren lassen 
sich auf einfache Weise Analysenergebnisse erzie- 
len, die den bekannten Verfahren zur Nucleinsaure- 
bestimmung mindestens ebenburtig sind. Aufgrund 
der sehr hohen Bindungskonstante von DNA-Me- 

is thylase an dazaC-haltige DNA sind Nachweise 
auch in sehr geringen Konzentrationsbereichen 
moglich. ohne dafl es zu einer storenden unspezifi- 
schen Bindung von DNA-Methylase an nicht 
dazaC-haltige DNA komit. 

20 

Beispiel 1 

Herstellung einer dazaC-haltigen Polynucleotid- 
25 sonde durch "nick translation" 

1 ug Plasmid-DNA (pBCam 3225) wird in ein- 
em Volumen von 50 ul unter Standardbedingungen 
(je 50 uM dATP, dGTP, dTTP. 1 uM dCTP t 5 mM 

30 MnCI 2 , 50 ag/ml BSA, 50 mM Tris-HCI, pH 7.5) mit 
500 uM dazaCTP und 2 pg DNAse I und 500 U 
DNA Polymerase I bei 15 °C inkubiert. Nach einer 
Stunde wird die Reaktion durch Zugabe von 100 ul 
12,5 mM EDTA, 0,5 % Natriumdodecylsulfat 

35 (SDS) abgebrochen. Urn die mit azaC modifizierte 
DNA von den nicht umgesetzten Nucleotidtriphos- 
phaten abzutrennen, wird der Ansatz Ober eine 
Sephadex G-50 Saule chromatographiert Die DNA 
lauft im Ausschluflvolumen und wird in 400 ul 10 

40 mM Tris-Puffer, pH 7,6. eluiert. 



Beispiel 2 

45 Herstellung einer einzelstrangigen dazaC-haltigen 
Polynucleotidsonde 

5 pmoi einzelstrangiger M13camp5-DNA wer- 
den mit 5 pmol eines synthetisierten Oligonucleo- 

so tids (60 N), welches komplementar zur in 
M13camp5 klonierten Campylobacter-DNA ist, hy- 
bridisiert. Der entstandene Primer-Template-Kom- 
plex wird mit 100 U DNA-Polymerase I (Klenow- 
Enzym) und je 200 uM dGTP, dATP, dTTP. 5 uM 

55 dCTP. 750 uM dazaCTP in 50 ul 5 mM MnCI 2 , 50 
mM Tris-HCI. pH 7,5 und 50 ug/ml BSA bei 15 °C 
inkubiert. Nach 45 Min. wird die Reaktion gestoppt 
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und der Ansatz auf einem 8 % denaturierenden 
Polyacrylamid-Gel aufgetrennt. Einzeistangige 
dazaC-haltige DNA. die gro/ter als 150 N ist, wird 
eluiert und zur Hybridisierung eingesetzt. 



Beispiei 3 

a) Hybridisierung mit dazaC-haltiger Polynucleotid- 
sonde 

Auf eine Nylonmembran werden mittels einer 
-dot-blot Apparatur verschiedene Mengen denatu- 
rierte Campy lobacter-DNA aufgetragen (10 ng - 1 
pg). Nach Prehybridisierung des Filters fur 1 Std. 
bei 60 0 in 6 X SSC (Natriumchlorid/Natriumcitrat), 5 
* Denhardt 
(Rinderserumalbumin/PolyvinylpyrrolidorvFicollJ.O.S 
% SDS und 20 ug/ml denaturierte Heringssperma- 
DNA erfolgt durch Zugabe der aus Beispiei 1 nick 
translatierten dazaC-haltigen DNA-Sonde in einer 
Konzentration von 300 ng/ml die eigentliche Hybri- 
disierung fur 3 Std. bei 60 °C. Anschlieflend wird 
das Filter nach bekannten Verfahren mit abneh- 
menden SSC-Konzentrationen bis zur gewunschten 
Stringenz gewaschen. 



b) Bindung von DNA-Methylase an DNA-dazaC- 
DNA-Hybride 

Zum Nachweis des in der Hybridisierung sreak- 
tion gebildeten Hybrids aus nachzuweisender DNA 
und der dazaC-haltigen DNA-Sonde werden die 
Hybride mit DNA-Methylase inkubiert. Dazu wird 
die Nylonmembran unter Schutteln mit 1 ug/ml 
DNA-Methylase in 20 mM Tris-Puffer, pH 7,5, 5 
mM EDTA, 0,5 mM Dithioerythrol. 2 % Glycerin, 1 
% BSA, 10 uM S-Adenosyl-Methionin bei 37 °C 15 
Min. inkubiert. Nicht gebundene DNA-Methylase 
wird durch je Smintitiges Waschen des Filters mit 
20 mM Tris-Puffer, pH 7.5, 5 mM EDTA. 0.4 M 
NaCI und anschlie/tend mit 20 mM Tris-Puffer. pH 
7,5. 5 mM EDTA.0.1 M NaCI bei Raumtemperatur 
entfernt. 



c) Nachweis der gebundenen Methylase durch 
monoclonale Maus-anti-DNA-Methylase-Antikdrper 
und sekundaren £-Galactosidase konjugiertem anti- 
Maus-IgG 

Nach Waschen der Membran aus b) mit 1 x 
PBS (Natriumphosphat), pH 7,5 und 0.1 % Tween 
20 wird mit dem Maus-anti-DNA-Methylase-Antik6r- 
per.O ug/ml) 30 Min. bei Raumtemperatur in 1 x 
PBS, 0,1 % BSA inkubiert. Anschlieflend wird der 
/S-Galactosidase-anti-Maus-lgG-Antikorper zuge- 



setzt und ebenfalls 30 Min. bei Raumtemperatur 
inkubiert. Die nicht gebundenen Antikorper werden 
durch 5maliges Wischen mit 1 * PBS entfernt. An- 
schlieflend wird mit der Enzymsubstratlfisung (0.5 
5 mg.ml 5-Brom-4-Chlor-3-lndolyl-Galactosid. 1 mM 
mgCfe, 3 mM Kaliumferricyanid, 3 mM Ferrocyanid 
in PBS. pH 7.5) mindestens 1 Std. bei Raumtem- 
peratur inkubiert. Auf diese Weise lassen sich pro- 
blemlos 50 pg Campylobacter-DNA nachweisen. 

Beispiei 4 

Inkubation einer einzelstrangigen dazaC-hartigen 
75 DNA-Sonde mit DNA-Methylase 

Die in Beispiei 2 hergestelfte einzelstrSngige 
dazaC-haltige DNA-Sonde wird mit DNA-Methylase 
(10 ug/ml). wie in Beispiei 3b beschrieben, in- 

20 kubiert. Zur teilweisen Abtrennung ungebundener 
Methylase wird der Ansatz uber eine Sephadex G- 
200 SSule chromatographiert. Der erhaftene DNA- 
Sonde-Methylase-Komplex ist auflerst stabil und 
kann zum Nachweis von Campylobacter-DNA, wie 

25 in Beispiei 3a be schrieben, eingesetzt werden. Die 
Hybridisierungstemperatur liegt dabei 35 °C unter 
der erwarteten Dissoziationstemperatur des nicht 
mit DNA-Methylase gelabelten Sonde-DNA-Hy- 
brids. Der Nachweis der erfolgten Hybridisierung 

30 erfolgt wie in Beispiei 3c beschrieben. 



Beispiei 5 

35 Nachweis der Hydridisierung mit einem DNA- 
Methylase-Peroxidase-Konjugat 

Zum Nachweis des in Beispiei 3 gebildeten 
Hybrids aus nachzuweisender DNA und der dazaC- 

40 halogen DNA-Sonde wird mit einem DNA- 
Methyiase-Peroxidase-Konjugat inkubiert. Die In- 
kubation erfolgt analog der inkubation mit DNA- 
Methylase, wie in Beispiei 3b beschrieben. 

Nach Bindung und Abtrennung des nicht 

45 gebundenen DNA-Methylase-Enzym-Konjugats er- 
folgt der direkte Nachweis der Hybridisierung durch 
Zugabe der Peroxidasesubstratlc5sung aus 0,025 % 
Wasserstoffperoxid und 400 ug/ml Aminoethylcar- 
bazol in 100 mM Natriumacetatpuffer, pH 4.5, und 

50 Inkubation bei Raumtemperatur, bis eine deutliche 
Farbreaktion auftritt. 

Die Herstellung des Konjugates aus DNA-Me- 
thylase und Meerrettich-Peroxidase erfolgt nach 
bekannten Verfahren mit dem heterobifunktionellen 

55 , Kopplungsreagenz N-Succinimidyl-3-(2-pyridyldi- 
thio)-propionat. 
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Anspruche 

1. Verfahren zur Bestimmung von NucleinsSu- 

ren in einer Probe durch OberfCihrung der zu be- *. 
stimmenden Nucleinsauresequenzen in Einzel- 5 

strange und Umsetzung der Einzelstrange mit ein- * 
er komplementaren Polynucleotidsonde. dadurch j 
gekennzeichnet, da/3 in der Polynucleotidsonde 
Cytidin durch S-Aza^-desoxy-cytidin Oder 5-Aza- 
cytidin ersetzt ist und diese Sonde durch Bindung w 
von gegebenenfalls markierter DNA-Methylase und 
Nachweise der Methylase uber spezifische. gege- 
benenfalls markierte anti-Methylase-Antikorper oder 
uber den Marker erfolgt. 

2. Verfahren nach Anspruch 1, dadurch ge- rs 
kennzeichnet da/3 der DNA-Methylase-DNA- 
Sonden-Komplex durch Maus-anti-DNA-Methylase- 
Antikorper und einen Maus-lgG-Antikorper Oder 
durch ein anti-Maus-IgG Antikorper-Enzymkonjugat 
nachgewiesen wird. 20 

3. Verfahren nach Anspruch 1, dadurch ge- 
kennzeichnet, dafl eine 5-Aza-2'-desoxycytidin-oder 
eine 5-Aza-cytidinhaltige Polynucleotidsonde durch 
spezifische gegebenenfalls markierte Antikorper 
oder Antikorper-Enzymkonjugate gegen 5-Aza-2'- 25 
desoxycytidin-oder 5-Aza-cytidinhaltige Nuclein- 
saure nachgewiesen wird. 

4. Verfahren nach den AnsprUchen 1 bis 3, 
dadurch gekennzeichnet, da/3 die nachzuweisende 
Nucleinsaure direkt oder uber eine immobilisierte, 20 
komplementare Nucleinsaure an eine feste Phase 
gebunden wird. 

5. Mittel zur Bestimmung von Nucleinsauren, 
enthaltend eine ansteile von Cytidin S-Aza^-deso- 
xycytidin oder 5-Aza-cytidin enthaltende Polynuc- 35 
leotidsonde. eine gegebenenfalls markierte Methy- 
lase und gegebenenfalls markierte anti-Methylase- 
Antikorper. 

6. Mittel nach Anspruch 5, dadurch gekenn- 
zeichnet. dafl die Polynucleotidsonde doppeistran- <o 
gig, einzelstrangig oder ais Komplex mit der gege- 
benenfalls markierten Methylase vorliegt. 
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